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A partir de extractos metanólicos de semillas de la especie Bixa orellana 
amarilla, se separaron e identificaron tentativamente algunos metabolitos 
secundarios: diterpenos (trans-geranilgeraniol, cis-geranilgeraniol, 3,7,11,15-
tetrametilhexadeca-1,6,10,11-tetraen-3-ol) y sesquiterpenos (α-Guaieno, 
Alloaromadendreno).La elucidación estructural de estos metabolitos se realizó 
usando técnicas espectroscópicas y por comparación con los datos reportados 
en la literatura. 
 
Se obtuvieron aceites esenciales por dos métodos de extracción: fluidos 
supercríticos (FSC), y ultrasonido, de semilla amarilla cultivada con porcentajes 
de recuperación de 6.04% y 2.50% respectivamente. Su determinación se 
realizó por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas       
CG-EM mediante comparación de los índices de retención y espectros de masa 
con los datos reportados en la literatura. 
 
Se logró la extracción y separación del apocarotenoide bixina con un 
porcentaje de recuperación del 1.5% y su identificación por RMN-1H con 
desplazamientos característicos 7,71 (dd, 2H, H-8, H-8’),  5,90 (t, 2H H-7, H-7’),   
3,79 (s, 3H, COOCH3), 1,99 (s, 6H,  H-20, H-20’). 
 
Por EM-APCI se observaron picos para el modo positivo [M + H]+ a m/z 395,  
[M + H- H2O]
+ (m/z 377),  [M + H - CH3OH]
+ (m/z 363),                                      
[M + H – (CH3OH + CO)]
+  (m/z 335) y [M + H- (CH3OH + CO + H2O)]
+              
(m/z 317). Y para el modo negativo  [M - H]+ a m/z 393 y perdidas de CH3OH a 
(m/z 361), COO. (m/z 349) y  CH3OH + COO
. (m/z 317). 
 
Se evaluó la actividad antioxidante contra vitamina C y Quercetina, de la 
muestra oleosa obtenida tanto por fluidos supercríticos como por ultrasonido 
usando DPPH 132ppm encontrando un IC50 242,29 ppm ± 7,47ppm para la 







Bixa orellana es un árbol de aspecto robusto nativo de las selvas de Brasil y 
perteneciente a la familia Bixaceae. Esta especie, ha sido ampliamente 
estudiada desde los años 80’s (principalmente sus semillas) debido al gran 
contenido del colorante bixina, un apocarotenoide que le confiere un elevado 
poder tintóreo apto para usarse como aditivo alimenticio debido a que es un 
colorante natural con propiedades antioxidantes siendo, por lo tanto, además 
de inocuo, benéfico para la salud (Murcillo, 2009) 
 
En la actualidad se han llevado a cabo diversas investigaciones enfocadas en 
determinar las propiedades biológicas y médicas no sólo de este 
apocarotenoide, sino de gran cantidad de metabolitos  secundarios presentes 
tanto en las semillas como en la raíz y hojas de esta especie. Lo anterior, tiene 
como propósito sustentar mediante análisis científico las propiedades que 
desde tiempos ancestrales se le han conferido a esta especie para justificar los 
diversos usos entre los que se encuentran: repelente, protector solar, 
antiparasitario, entre muchos otros. (Córdoba, 1987). De esta manera, se ha 
reportado la presencia de compuestos fenólicos, flavonoides y carotenoides 
entre otros (Clocker, 2007) con amplias propiedades entre las que resaltan el 
poder antioxidante y antibacterial. 
 
La presencia de estos compuestos se ha determinado por diversos métodos 
como son las técnicas de separación como la cromatografía líquida (HPLC) y 
cromatografía gaseosa (CG), siendo la extracción de los mismos un factor 
determinante para lograr la obtención de productos con alta pureza y 
estabilidad. El colorante del achiote se puede obtener por diversos métodos, en 
donde la  extracción por solventes es la forma más usual; sin embargo, las 
altas temperaturas utilizadas y la presencia de residuos de solventes son 
factores que afectan la inocuidad de los productos. Por esta razón se ha 
implementado un método alternativo para la extracción de dichos metabolitos. 
Este método emplea un fluido supercrítico a temperaturas y presiones que no 
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afectan la estructura química y estabilidad de los metabolitos presentes en la 
especie.  
 
Para la extracción del colorante del achiote el fluido más utilizado es el CO2 
supercrítico debido a que es una gas inerte, económico, no inflamable, no 
tóxico y por ende apto para garantizar la conservación del extracto. Además 
algunos reportes indican la adición de una pequeña cantidad de solvente 
orgánico durante el proceso de extracción con lo que se logra un mayor 
rendimiento  de extracción. (Nobre, 2002) 
 
En el presente proyecto se diseñó una metodología para mejorar el rendimiento 
en la extracción del aceite de la especie Bixa orellana mediante la técnica de 
fluidos supercríticos, usando dióxido de carbono supercrítico (CO2-SC) y 
metanol (MeOH) como co-solvente. Paralelamente, se desarrollaron otros 
métodos de extracción (extracción con solventes) con el propósito de obtener 
otro perfil de metabolitos. Posteriormente, usando técnicas espectroscópicas se 
elucidaron algunos metabolitos mayoritarios para dar así un respaldo científico 
a las amplias propiedades que le confieren a esta semilla. 
 
Con todo lo anterior se busca impulsar el cultivo de esta especie en nuestra 
región  para su uso en diversas áreas como lo son la industria de alimentos,  la 
textil y la cosmética puesto que es un colorante natural, con propiedades 
antioxidantes y gran estabilidad; a la vez de contribuir al aprovechamiento de 
nuestra riqueza natural para mejorar nuestra calidad de vida y por ende aportar 












1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION 
 
 
El ataque constante al que han estado sometidos los colorantes sintéticos, 
debido a que en muchos de ellos se ha encontrado actividad cancerígena, lo 
que ha provocado prohibiciones por parte de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) para varios de estos, nos invita a la investigación y 
aprovechamiento de nuestra riqueza vegetal haciendo uso de la ciencia para la 
obtención de productos que poseemos pero que hace muy poco estamos 
comenzando a explorar. La exploración de nuestra riqueza natural puede 
abrirnos camino hacia nuevos compuestos químicos como: colorantes, 
plaguicidas no contaminantes y medicamentos; productos que hoy debemos 
importar. Con el aprovechamiento de esta riqueza contribuiríamos a mejorar la 
economía de nuestro país a la vez de asegurar una mejor calidad de vida.  
 
La semilla de la especie Bixa orellana, ha sido usada desde tiempos 
ancestrales  gracias a sus numerosas propiedades, entre las cuales se 
encuentran: antitumoral, antiinflamatoria, astringente, emoliente, antiséptica, 
antibacteriana, antioxidante, cicatrizante entre otras y se ha indicado en el 
tratamiento de infecciones bacterianas de forma general, estomatitis, y en la 
curación de heridas y quemaduras (Lourido, 2010). Debido a la amplia gama de 
propiedades de esta especie el grupo de investigación en productos naturales y 
alimentos de la Universidad del Valle (GIPNA) se ha propuesto  elucidar 
algunos de los metabolitos secundarios presentes para dar un respaldo 
científico a las cualidades que se le asocian a esta semilla, logrando hasta la 
actualidad la extracción de varios de estos. (Meñaca, 2010), (Rodríguez, 2010). 
Ahora es de su interés mejorar el proceso de extracción con el fin de facilitar el 
estudio adecuado de estos metabolitos, a la vez de garantizar la inocuidad de 
los productos aislados contribuyendo al desarrollo científico y a la 
implementación de los mismos en diversas áreas como la medicina, la industria 
textil y la alimenticia. Lo anterior, es  una propiedad de sumo interés debido a 
que es un colorante natural con propiedades antioxidantes lo que conduciría a 
un ahorro en ingredientes en la industria de alimentos. Con base a lo anterior, 
este proyecto estará orientado en la evaluación del rendimiento de extracción 
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del colorante de la semilla de la especie Bixa orellana amarilla, el estudio 
estará centrado en esta especie pues no se conoce mucho de la misma en la 
literatura, además porque es propósito del grupo de investigación realizar una 
comparación entre la composición de ésta especie respecto a la especie Bixa 
orellana roja, con el propósito de promover en la región el cultivo de la especie 
más conveniente, apoyado en la productividad de sus semillas basando esta 
decisión con un acontecimiento de tipo científico. En este proyecto se empleará 
una metodología que permita la obtención de los metabolitos secundarios 
mayoritarios de la especie Bixa orellana amarilla, con un rendimiento superior 
al obtenido en previos trabajos de investigación para su posterior identificación 
y determinación de su capacidad antioxidante. Estos resultados permitirán 
conservar y dar un respaldo con la metodología que la comunidad científica 




























2.1 OBJETIVO GENERAL  
 
Contribuir al estudio científico de la semilla de la especie Bixa orellana amarilla 
mediante la detección e identificación de algunos metabolitos secundarios 
mayoritarios presentes en la especie. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Evaluar el rendimiento del  extracto de la semilla de la  especie                 
Bixa orellana amarilla mediante la técnica de Fluidos Supercríticos. 
 
2. Separar, por medio de cromatografía de columna y  HPLC,  los metabolitos 
presentes en la semilla de la especie Bixa orellana amarilla. 
 
3. Identificar al menos un metabolito de mayor proporción  mediante  la 
técnica CG-EM. 
 
4. Determinar el poder antioxidante del extracto obtenido haciendo uso del 













3. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES 
 
 
3.1 Generalidades de la familia Bixaceae 
 
Se conoce la familia Bixaceae desde 1822 cuando fue descrita por  Heinrich 
Friedrich situándola como una familia de plantas dicotiledóneas del orden de 
las violales. Aunque en la actualidad hace parte del orden de las Malvales 
debido a las características de sus flores.  La familia Bixaceae incluye tres 
géneros con 25 especies. Esta familia la componen hierbas, árboles y arbustos. 
Sus plantas son hermafroditas y todas las especies tienen cinco sépalos. El 
género más representativo es el género Bixa, de gran importancia económica 
debido a sus aplicaciones en la industria textil y condimentaria; así, como a 
nivel medicinal. Este es el caso de las semilla de la especie Bixa orellana         
(Achiote) cuyo color rojo se usa como aditivo colorante de quesos, mantequillas 
margarinas y en la industria textil para teñir telas de algodón. También se ha 
usado el extracto acuoso de la raíz de Bixa orellana en ensayos “in vivo” en 
ratones encontrando una actividad depresora del sistema nervioso central. 
(Idárraga, 2011) 
El género Bixa se compone de 5 especies: B. orellana, B. shoporrocarpa,        
B. upatensis, B. platicarpa, B. azara, (Stevens, 2001) siendo Bixa orellana la 
más conocida agrícola y comercialmente así como, la más estudiada en cuanto 
a la variedad de sus componentes encontrando diversas actividades biológicas, 
medicinales etc, que sustentan sus usos etnobotánicos. 
 
3.2 Bixa orellana   
 
La Bixa orellana conocida también bajo los nombres de annatto, achiote, 
achote, onnote, bija, bixa, urucú entre muchos otros, es una especie de planta 
arborescente de las regiones intertropicales de América cultivada 
principalmente desde Brasil y Bolivia hasta México en épocas precolombinas y 
hasta la actualidad (Lourido, 2010). Hoy por hoy su cultivo se ha extendido 
ampliamente en los trópicos de África y Asia, hasta la India, Filipinas e islas de 
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Hawái, aunque la mayor producción se concentra en América Latina y el 
Caribe: Perú, Ecuador, Colombia, República Dominicana y Jamaica.  
Colombia cuenta con las mejores condiciones ecológicas para el cultivo de esta 
especie, especialmente en los departamentos del Valle del Cauca, Chocó, 
Nariño y Cauca y en las regiones de clima cálido y precipitación anual no 
inferior a los 1800mm (Meñaca, 2010) 
 
3.2.1 Descripción botánica y morfológica de la especie  
La planta de achiote es un arbusto de aspecto robusto de rápido crecimiento 
que alcanza de cuatro a seis metros de altura. Sus hojas son simples, grandes, 
verdosas claras, de márgenes lisos. Las flores son grandes vistosas de 
sexualidad hermafrodita dispuestas en ramilletes, y pueden ser blancas o 
rosadas dependiendo la variedad.  (Ver figura 1).  
 
 
         Figura 1.  Flores de Bixa orellana: izq. Variedad rosada. Der. Variedad blanca a 
 
El fruto consiste en una cápsula roja de 2 a 6 cm de largo, con pelos gruesos 
espinosos, y colores que van desde verde oscuro a morado (según las 
variedades), y que al madurar pasa a pardo rojizo oscuro. Cada cápsula 
contiene entre 10 y 50 semillas cantidad que varía en relación con el tamaño de 
la misma, las cuales miden entre 3 y 5 mm de largo, y tiene forma cónica o 
piramidal. Las semillas son de color rojo o anaranjado y están cubiertas por una 





                                          Figura 2. Fruto de Bixa-orellanaa 
La clasificación taxonómica de la planta se muestra a continuación: 
 
 Reino: Plantae 
 Sub.reino: Tracheobionta 
 Division: Magnoliofita 
 Super-división: Espermatofita 
 Sub-división: Angioesperma 
 Clase: Magnoliopsida    
(dicotiledónea)                               
 Sub-clase: Dillenidae 
 Orden: Malvales 
 Familia: Bixáceae 
 Género: Bixa 
 Especie: B. orellana Linneo                                                          
  
 
Figura 3. Planta de Bixa orellanaa
3.2.2 Composición de las semillas 
La composición porcentual de la semilla se muestra en la tabla 1. 
El colorante obtenido de la misma contiene como compuesto mayoritario el 
diapocarotenoide 9-cis-bixina, (Tocchini, 2001). Este compuesto es un mono 
metil éster y es el encargado de transferir el color rojo presente en la superficie 
de las semillas. (Ver figura 4). La biosíntesis de este compuesto,          
(Florence, 2003) es iniciada a partir del precursor licopeno y mediada por tres 
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enzimas en una reacción secuencial, lo que implica la presencia de 
subproductos y/o productos de degradación. 
 
Tabla 1. Composición porcentual de las semillas de la especie Bixa orellana L. 
COMPONENTE CONTENIDO (%) 
Celulosa 40-45 
Sucrosa 0.3-0.9 







Algunos metabolitos secundarios de Bixa orellana fueron aislados  por 
Mercadante y colaboradores, sus nombres y estructuras se muestran en la 
tabla 2. (Mercadante, 1997). Debido al sistema de dobles enlaces conjugados, 
éstos compuestos poseen una actividad antioxidante que marca su reactividad 
la cual es promovida por agentes como la luz, el aire, la temperatura etc.  
factores que favorecen la formación de productos de degradación como 
tolueno, ácido tolúico, m-xileno, entre otros, nocivos para la salud por lo que se 
hace indispensable desarrollar técnicas de extracción que garanticen la 
inocuidad de los productos (Jaramillo, 1992). 
 
 





Tabla 2. Nombres y estructuras de algunos Carotenoides minoritarios aislados 




























































El principal uso del pigmento obtenido a partir de la especie Bixa orellana es el 
de aditivo de color en la industria de alimentos y bebidas; Esto debido a su 
resistencia a la acción de agentes químicos y a la nula toxicidad reconocida por 
la OMS (annatto Nº. E160b). (Lourido, 2010) lo que hace de esta semilla 
inofensiva para el organismo humano permitiendo la aplicación de este 
pigmento en la coloración de quesos, margarinas, dulces, bebidas refrescantes 
y aun como especia en la cocina por sus poder tintóreo similar al del azafrán 
(Crocus sativus L.). 
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En la actualidad, a esta especie se le asocian gran cantidad de aplicaciones 
como antidiarreico, antiemético, cicatrizante, antihipertensivo, cardiotónico, 
diurético, repelente de insectos, antipirético, depurativo, digestivo,  
expectorante,  sedante, antiséptico vaginal, y para la lepra, hepatitis, 
quemaduras, acarosis (caracha) y amigdalitis, entre otros. 
 
Investigaciones realizadas  probaron la acción cicatrizante de un extracto 
alcohólico de la especie en piel dañada de conejos. (Gonzales, 1989) 
 
La acción antioxidante fue comprobada estudiando el efecto de la norbixina en 
la respuesta al daño del ADN en células de Escherichia Coli. (Junior, 2005) 
 
Otro reporte (Fleischer, 2003) demostró la acción antimicrobiana de la especie 
sobre gérmenes gram positivos. 
 
También se han reportado efectos hipoglicemiantes, hipotensores (Rodríguez , 
1988) y antimaláricos para extractos de Bixa orellana. (Vonthron, 2003). 
 
Otros estudios describen las potencialidades de la Bixa orellana para prevenir 
mutaciones que conducen al cáncer junto a propóleos y hongos comestibles. 
(Agner , 2005). 
 
Además, existe un reporte que muestra el potencial de la especie como 
revelador de placa dentobacteriana. El estudio fue realizado en perros de raza 
Beagle encontrando resultados muy similares a la tinción lograda con el 
revelador convencional (PLACDENT). (Gutiérrez, 2005). 
 
3.3 Extracción 
La extracción del colorante del achiote se logra por diversos métodos siendo 
los más utilizados en los últimos años la extracción por solventes y la 
extracción por fluidos supercríticos (FSC). En el primer método se utilizan una 
amplia gama de solventes desde Hexano hasta agua, obteniendo 
mayoritariamente el carotenoide bixina con el uso de solventes apolares o de 
baja polaridad, mientras que con solventes polares se favorece la obtención de 
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norbixina. En la extracción con FSC se obtiene un extracto con polaridad 
acorde a la del fluído supercrítico utilizado. Sin embargo, con el propósito de 
extender el rango de polaridad del colorante obtenido se utiliza un agente 
modificador, el cual consiste en un solvente generalmente orgánico que se 
adiciona al FSC en proporciones que no superan el 5%. 
 
3.3.1 Métodos convencionales 
Dentro de los métodos convencionales utilizados a nivel industrial el más 
común es la extracción con álcali acuoso, en la cual se aprovechan las 
propiedades ácidas de la bixina  para la formación de la sal correspondiente 
soluble en agua. (Mosquera, 1989) y (Jaramillo, 1992) Las semillas se lavan 
con  solución alcalina con concentraciones que varían entre el 0.5 y 2% P/V. El 
extracto y el lavado se acumulan y  la solución roja oscura se neutraliza con un 
exceso  de ácido mineral, el cual precipita el pigmento. Luego se filtra, se lava y 
el líquido sobrante se separa hasta  obtener la masa colorante para secar.  
 
Este es un método sencillo pero posee la desventaja de la gran cantidad de 
solvente que se utiliza para el proceso de extracción, además que los 
productos obtenidos presentan pequeñas concentraciones de solvente 
haciendo del colorante una sustancia nociva para la salud. También las altas 
temperaturas (mayores a 100ºC) que se requieren para el proceso conllevan a 
la formación de diversos productos de degradación no deseados. (Mendes, 
2003) 
 
Otro reporte (Jaramillo, 1992) describe la extracción con aceites vegetales; 
método que consiste en una extracción en caliente durante largas horas 
obteniendo una suspensión con alto contenido  del colorante, pero con posibles 
productos de degradación dado las altas temperaturas aplicadas para el 
proceso. En este reporte se comprobó que por encima de los 60ºC la bixina es 
degradada lo que disminuye el rendimiento del proceso. 
 
Por lo anterior, la extracción con solventes supercríticos es una buena 




3.3.2 Extracción con Fluidos Supercríticos 
 
La extracción con fluidos supercríticos es una separación tecnológica que 
utiliza un fluído supercrítico como solvente. Una sustancia es considerada un 
fluído supercrítico cuando está por encima de su presión y temperatura críticas.  
Para realizar una extracción supercrítica se requiere un mecanismo de 
presurización que lleva el fluído que va a actuar como solvente supercrítico  
hasta la presión supercrítica, esto se logra en una bomba de alta presión (ver 
figura 5). Un sistema de suministro de calor  que caliente el fluído presurizado 
por encima de su temperatura critica, una celda de extracción  en la cual se 
pone en contacto el fluído supercrítico y la matriz y por último un sistema de 
recolección que cuenta con una zona donde se produce la descompresión del 
fluído y una o varias celdas para la colección del analito. 
 
 
Figura 5. Esquema de las partes que componen un equipo de FSC 
  
 
Esta técnica de extracción se viene utilizando con gran auge desde hace unos 
10 años siendo muy llamativa porque ofrece mayores rendimientos y una mejor 
calidad del producto en un tiempo mucho menor con relación al requerido en 
los métodos convencionales de extracción. Además el gran atractivo que 
presentan los fluidos supercríticos para ser utilizados como agentes de 
extracción radica en que poseen densidades similares a las de los líquidos, y 
por tanto similares propiedades disolventes, pero a la vez su viscosidad es 
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mucho menor, lo que hace que los coeficientes de difusión de los solutos en un 
fluído supercrítico sean mucho mayores que en un disolvente líquido. 
Otra importante propiedad de los fluidos supercríticos es que su densidad está 
estrechamente relacionada con la presión y en menor medida con la 
temperatura. (Valverde, 1995). 
 
Dentro de los fluidos supercríticos más utilizados se encuentran  el CO2 y el 
N2O puesto que alcanzan el estado supercrítico a temperaturas y presiones 
relativamente moderadas. Diversos estudios e investigaciones han mostrado la 
eficiencia y ventajas de estos procesos de extracción usando CO2 como 
solvente supercrítico (Sahena, 2009). La tendencia a utilizar dicho solvente se 
debe a que tiene la propiedad de ser gas a temperatura ambiente, es  
económico, no inflamable, inerte, no tóxico y adquiere el estado supercrítico a 
baja temperatura (31ºC) y a una presión de fácil manejo (73 atm). 
Una desventaja que presenta este fluido es su carácter apolar lo que lo hace 
inadecuado para la extracción de analitos de elevada polaridad. Sin embargo, 
esta dificultad es usualmente superada por la adición de un co-solvente; un 
solvente orgánico de mayor polaridad con el cual se consigue que las 
extracciones lleguen a ser completas. 
 
Un estudio reciente demostró una mejor retención de compuestos aromáticos y 
un mayor rendimiento de extracción para una presión de 10.3 MPa y 
temperatura de 50ºC. (Norulaini, 2009) 
 
(Silva, 2008) encontraron que la presencia de aceite en las semillas de        
Bixa orellana actúa como un co-solvente para la extracción con fluidos 
supercríticos usando CO2  incrementando la solubilidad. 
 
(Palenzuela, 2004) aplicó la ESC en el aislamiento de compuestos polifenólicos 
a partir de uva usando CO2 supercrítico con metanol como modificador 




En un trabajo previo del GIPNA, (Gómez, 2004)  encontró que las condiciones 
para las cuales se obtiene mayor rendimiento de extracción son 3000 psi y una 
temperatura de 60ºC. 
 
3.4 Identificación de metabolitos secundarios 
Con el propósito de identificar los diferentes componentes del extracto obtenido 
del achiote, se han realizado análisis por cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas (CG-EM), así como cromatografía liquida de alta 
resolución acoplada a detectores de espectrometría de masas (HPLC-EM) 
Con este acople se logra la separación de los componentes presentes en el 
extracto, trabajo realizado por la cromatografía de gases, y además la 
identificación de cada componente (espectrometría de masas).  Diversos 
reportes pueden citarse sobre la detección, identificación y caracterización de 
los componentes presentes en las semillas de la especie Bixa orellana 
encontrándose como principales metabolitos los carotenoides y los flavonoides. 
 
(Campos, 2011), identificaron y cuantificaron por medio de HPLC acoplada a 
detectores de arreglo de diodos y espectrometría de masas, la bixina y  un 
derivado del ácido caféico como los principales compuestos fenólicos 
presentes en la semilla del achiote. 
 
(Ramamoorthy, 2010), identificaron y caracterizaron funcionalmente mediante 
cromatografía de gases (CG) 3 genes que codifican para la biosíntesis de la 
bixina y que están presentes no solo en Bixa orellana sino también en Crocus 
sativus (azafran) y Vitis vinífera (uva). 
 
Otro estudio aplicó espectrometría de masas mediante la técnica  TOF-SIMS 
usando silicona como sustrato para determinar algunos de los constituyentes 
del achiote encontrando picos moleculares relacionados con la bixina. 
(Houssiau L., et al., 2004) 
 
(Mercadante, 1997), aislaron mediante cromatografía  (CC, CCF, HPLC) y 
elucidaron haciendo uso de espectroscopia (UV-VIS, EM, RMN) la estructura 
de seis Carotenoides menores de achiote. 
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(Scotter, 1995), aisló y purificó el principal producto de degradación térmica de 
la 9’-cis-bixina, éster trans-monometil del ácido       4,8-




Los carotenoides o tetraterpenoides son una clase de pigmentos terpenoides 
con 40 átomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos 
unidades de geranil-geranilpirofosfato, en su mayoría son solubles en solventes 
apolares y de coloraciones que oscilan entre el amarillo (por ejemplo el ß-
caroteno) y el rojo (por ejemplo el licopeno). En los carotenoides ocho  
unidades de isopreno (Ver figura 6) se unen covalentemente “cabeza”-“cola” 
para formar un  sistema altamente conjugado. El sistema de dobles enlaces 
conjugados determina las propiedades de absorción de luz y reactividad 
química confiriendo una amplia gama de propiedades a estos compuestos. 
 
 
Figura 6. Estructura química del  Isopreno (2-metil 1,3 Butadieno) 
 
3.4.1.1 Clasificación 
Esta familia de compuestos se clasifica de dos formas diferentes de acuerdo a 
su estructura química y a su funcionalidad. Conforme a su estructura química 
se clasifican como carotenos si solo contienen carbono e hidrogeno, tal es el 
caso del Beta-caroteno, el más abundante y común de los carotenoides (ver 
figura 7) o son considerados como xantofilas si además de carbono e 
hidrogeno poseen oxígeno en su cadena. Ejemplos de xantofilas son la luteína  
y la astaxantina. Acorde a su funcionalidad en plantas se clasifican como 
primarios si son necesarios para los procesos fotosintéticos mientras que si no 






Figura 7. Estructura química del β-Caroteno, en rojo se marcan los anillos β-ionona. 
 
 
La principal función de los carotenoides está relacionada a procesos 
fotosintéticos actuando como detectores de luz y como antioxidantes. En la 
industria de alimentos tienen aplicaciones como colorantes naturales. Variados  
reportes confirman estas aplicaciones (Kiokias, 2003), (Maoka, 2009),     
(Kiokias , 2006). 
 
La gran reactividad de los carotenoides, dada por su sistema de dobles enlaces 
conjugados, los hace susceptibles a la rotura oxidativa por medio de 
mecanismos como la co-oxidación, la degradación enzimática (por 
lipoxigenasa) o foto-oxidación lo que genera la formación de  un grupo de 
compuestos derivados, denominados apocarotenoides los cuales muestran las 
características de sus precursores, pero además de pigmentos se caracterizan 
por poseer aroma y sabor, cualidad que resulta muy útil para la industria de 
alimentos. Cada doble enlace en un carotenoide es susceptible a la oxidación, 
generándose por cada ruptura y oxidación posterior del doble enlace dos 
nuevos apocarotenoides. Cuando dos apocarotenoides se unen para formar 
una sola molécula se forma un diapocarotenoide, tal es el caso de la bixina y la 
norbixina compuestos presentes en las semillas del achiote. 
 
3.4.1.2 Bixina 
La bixina es el compuesto mayoritario de las semillas de la especie                       
Bixa orellana, aproximadamente el 80% del pigmento presente en las semillas 
corresponde a este apocarotenoide. Su nombre se deriva del mismo nombre 
científico de la planta. Este compuesto es químicamente un éster 
monometildicarboxilico de naturaleza apolar y fórmula empírica C25H30O4 y se 
encuentra generalmente en su isómero geométrico cis  pero puede convertirse 
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en su forma trans que es más estable (Devia, 2003). Este compuesto confiere 
una tonalidad que varía entre el rojo y el amarillo propiedad que lo hace útil 
como aditivo alimenticio. 
 
3.4.1.3 Norbixina 
La remoción hidrolítica por saponificación del grupo metil éster de la bixina da 
origen a la norbixina, ácido dicarboxílico de formula empírica (C24H28O4) soluble 
en agua y también presente en las semillas de Bixa orellana.  (ver figura 8) 
 
 




Los flavonoides son un grupo de sustancias vegetales con una estructura 
básica como se muestra en la figura 9. Estas moléculas tienen dos anillos 
bencénicos unidos a través de una cadena de tres átomos de carbono por lo 
que son consideradas como moléculas C6C3C6. 
 
 
Figura 9. Estructura básica de los flavonoides 
 
Estos compuestos fueron descubiertos por el Dr. Albert Szent-Gyorgi, premio 
nobel de bioquímica en el año 1937, quien encontró que este tipo de sustancias 
favorecen la función de la vitamina C, mejorando su absorción y protegiéndola 




Los flavonoides se encuentran presentes en la naturaleza en un sin número de 
flores, frutos y hojas confiriendo colores como el amarillo, naranja, rojo, violeta 
y azul, entre otros. La figura 10 muestra la estructura de uno de los flavonoides 
más comunes: la Quercetina, la cual se ha utilizado como terapia para 
enfermedades cardiovasculares, colesterolemia, insuficiencia venosa crónica, 









Figura 10. Estructura química de la quercetina. En rojo la estructura básica de los 
flavonoides 
 
En la actualidad se han encontrado más de 4000 flavonoides los cuales se 
clasifican en varios grupos de acuerdo a las diferencias estructurales en la 
cadena carbonada central; encontrando asi: chalconas, flavonas, flavonoles, 
isoflavonoides entre otros. Ejemplos de estos compuestos pueden verse en la 
tabla  3. 
 
Diversos estudios hablan sobre la utilidad de este tipo de sustancias como 
hepatoprotectores. Tal es el caso del Gingko biloba, un medicamento con un 
alto contenido de flavonoides que actúan a nivel circulatorio inhibiendo la 











Tabla 3. Estructura de algunos flavonoides y su clasificación. 

















































Un antioxidante puede definirse como una sustancia que disminuye la 
generación de productos oxidados en un sistema de reacciones de radicales 
libres. Este concepto fue introducido por Moureau hace más de setenta años 
para describir el efecto de los polifenoles en la polimerización de la acroleína. 
En las últimas dos décadas la palabra antioxidante ha adquirido un nuevo 
significado, en este caso biomédico, constituyéndose en la descripción de un 
tipo de medicamentos o de nutracéuticos, caracterizados por producir una 
disminución de la velocidad de las reacciones de radicales libres en el 
organismo humano. Los presencia de antioxidantes es notable en diversos 
alimentos y plantas como es el caso de la allicina  presente en el ajo, el ácido 
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elágico que hace parte de frambuesas cerezas, uvas, kiwis, el licopeno 
responsable del color rojo de los tomates, la bixina y la norbixina presentes en 
la semilla de Bixa orellana. 
 
 
3.5.1 Metabolitos de Bixa orellana con poder antioxidante 
 
El pigmento que se obtiene a partir de las semillas de esta especie está 
constituido principalmente por bixina, norbixina, δ-caroteno, fitoeno, entre otros. 
La acción antioxidante de estos metabolitos ha sido ampliamente estudiada y 
corroborada. 
 
Kiokias y colaboradores estudiaron el poder antioxidante de diferentes 
carotenoides encontrando que bixina y norbixina tienen el mayor poder 
antioxidante entre los metabolitos estudiados: luteína, beta-caroteno, licopeno. 
(Kiokias, 2006) 
 
En otro reporte del mismo autor se comprobó el poder antioxidante del 
apocarotenoide norbixina, que actuó en la inhibición del deterioro de lípidos en 
un sistema aceite de oliva no virgen- emulsiones de agua- aceite de oliva. 
(Kiokias, 2003). 
 
(Kovary K., et al., 2001) demostraron que la norbixina posee potencial para la 















4.1 Procedimientos generales 
Para la cromatografía en capa fina (CCF) se utilizó sílica Kiesegel 60 F254 
marca Merck. Como fase móvil se usaron diferentes sistemas de solventes, 
entre ellos mezclas hexano/acetona, hexano/AcOEt, CHCl3/MeOH. El 
seguimiento de las placas cromatográficas se logró por exposición a luz UV 
(254 y 360 nm) empleando una cámara ultravioleta UVGL-58. 
 
Las separaciones cromatográficas en columna se realizaron  usando como fase 
estacionaria sílica gel 60 Merck (230-400 mesh). Los solventes utilizados 
fueron hexano y acetona grado analítico.  
 
Para la extracción en fase sólida se utilizó un cartucho de polipropileno con 
relleno de sílica. Los solventes de elución utilizados fueron hexano y 
hexano/acetona (8:2).  
 
Los espectros de masas fueron realizados en un cromatógrafo de gases 
acoplado a masas de referencia GCMS-QP2010. 
 
Para el espectro de resonancia magnética nuclear se empleó un equipo de 
resonancia magnética nuclear marca BRUKER 4000 Ultrashield de 400 MHz, la 
muestra se disolvió en cloroformo deuterado Los desplazamientos químicos se 
expresan en la escalaen ppm y están referenciados con respecto al TMS 
 
Para los ensayos de actividad antioxidante se utilizó  un  microlector de placas 
marca Mettertech referencia M965+ y radical libre DPPH difenil-(2,4,6-
trinitrofenil) iminoazanium, marca Aldrich. 
 
4.2 Recolección del material  vegetal 
Las semillas fueron obtenidas de un cultivo orgánico ubicado en el Jardín 
Botánico Juan María Céspedes de la ciudad de Tuluá, Valle del Cauca. Las 
semillas se recibieron  frescas y secas y fueron conservadas a temperaturas 
menores de 6 ºC y alejadas de la luz mediante frascos ámbar, con el fin de 
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garantizar su preservación. La mitad de las semillas fueron molidas a un 
tamaño de partícula de 40 mesh y almacenadas de igual manera. 
 
4.3. Extracción Supercrítica 
4.3.1. Condiciones experimentales 
Se aplicó extracción con CO2 SC, siguiendo la metodología propuesta por 
Gómez, aplicando un diseño completamente aleatorio en arreglo factorial       2 
x 6 para 2 experimentos (Gómez, 2004). 
 
Para el primer experimento se tienen 2 factores como son la forma física de la 
semilla  y la presión de extracción, con 2 niveles (entera y molida) para el 
primer factor y 6 niveles (1500, 1700, 2000, 2300, 2500, 3000 psi) para el 
segundo factor.  Respecto al segundo experimento los factores son presencia 
de co-solvente y presión de extracción, con dos niveles (con MeOH y sin 
MeOH) para el primer factor y 6 niveles (1500, 1700, 2000, 2300, 2500, 3000 
psi) para el segundo factor. Como variable de respuesta se tiene el porcentaje 
de rendimiento (% Rdto).Cada ensayo se realizó por triplicado para garantizar 
la reproducibilidad del mismo con un tiempo de extracción de 45 minutos pues 
después de este tiempo el rendimiento es mínimo y una temperatura de 
extracción de 40°C. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un análisis de 
varianza ANOVA el cual se realizó con el programa Minitab 16. Las condiciones 
experimentales se muestran en las tablas 4 y 5. 
 
Tabla 4. Orden y condiciones experimentales analizando la influencia de la 
forma física de la semilla en la obtención del extracto de las semillas de Bixa 
orellana L. 
ENSAYO PRESION (psi) TEMPERATURA SEMILLA 
1 3000 40 Molida 
2 2500 40 Molida 
3 2000 40 Entera 
4 2000 40 Molida 
5 1700 40 Entera 
6 1500 40 Molida 
7 3000 40 Entera 
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8 2500 40 Entera 
9 2300 40 Molida 
10 1700 40 Molida 
11 1500 40 Entera 
12 2300 40 Entera 
  
Tabla 5. Orden y condiciones experimentales analizando la influencia del  
 co-solvente en la obtención del extracto de las semillas de Bixa orellana  
 




(3mL ± 0.001mL) 
13 2300 40 Metanol 
14 2500 40 Metanol 
15 2300 40 Sin solvente 
16 2000 40 Sin solvente 
17 2500 40 Sin solvente 
18 3000 40 Metanol 
19 1500 40 Metanol 
20 1500 40 Sin solvente 
21 2000 40 Metanol 
22 1700 40 Sin solvente 
23 3000 40 Sin solvente 




4.3.2 Equipo de extracción 
Un esquema del equipo utilizado para la extracción supercrítica se muestra en 
la figura 11. 
En términos generales el equipo consta de un cilindro de  CO2 con sifón (A) 
que abastece el fluído y que va conectado a un cilindro de alta presión (CAP) 
en el que se lleva a cabo la carga de CO2 proceso que se realiza a 
temperaturas menores de los 10ºC, con una duración de 2 horas 
aproximadamente, verificando una carga completa y/o efectiva cuando se 
alcanza una presión igual o superior a los  2000psi a temperatura ambiente. 
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Después de suministrado el CO2 en el cilindro se procede a expandir el gas 
supercrítico controlando la temperatura del baño térmico BT1 entre valores de 
50-60ºC dependiendo de la presión deseada de extracción. Obtenida esta 
presión  deseada se abre la válvula (VM) que va hacia la celda de extracción 
(D) y se deja fluir el gas hacia la misma donde previamente se ha introducido la 
muestra. Esta celda se encuentra sumergida en un segundo baño térmico BT2  
a una temperatura de 40ºC que corresponde a la temperatura de extracción.  A 
partir de ese momento se contabilizó el tiempo de extracción que fue en todos 
los ensayos de 45min. Finalmente el extracto oleoso fue colectado en los viales 
E y F y guardado aislado de la luz y a temperaturas de 5ºC. 
 
 
Figura 11. Esquema del equipo de extracción SC utilizado 
 
4.4 Separación de compuestos apolares libres de bixina  a partir de un 
extracto de fluidos supercríticos 
A partir de un extracto de FSC sin MeOH, se realizó separación por extracción 
en fase sólida en un cartucho con relleno de sílica como el que se muestra en 
la figura 12., Con el propósito de  obtener componentes de aceites esenciales 
libres de bixina.  Para esto el extracto se disolvió en 1mL de Hexano y se 
adicionó al cartucho. Los solventes de elución fueron Hexano (2mL) para la 
fracción 1 y Hexano/Acetona (8:2) (2mL) para la fracción 2. Las 2 fracciones 




Figura 12. Cartucho para la extracción en fase sólida. 
 
4.5 Extracción y separación de bixina por Ultrasonido 
Como técnica de exploración y con el fin de conocer el porcentaje de bixina 
presente en las semillas, se llevó a cabo la extracción y separación de ésta a 
partir de una muestra de 200g de semilla molida y seca. El proceso de 
extracción fue por ultrasonido durante 15 minutos a 110 rpm. Con 4 
repeticiones, usando MeOH como solvente. El sobrenadante obtenido se filtró y 
se rotavaporó en un rotavaporador Buchi R-200. Posteriormente el extracto 
obtenido por rotavaporación se  sometió a extracción líquido-líquido, para esto 
se disolvió en 100ml de cloroformo y se adicionó bicarbonato de sodio al 2.5% 
permitiendo la separación de bixina en forma de sal, que posteriormente se 
neutralizó con HCL concentrado y se extrajo con Éter dietílico. Finalmente la 
solución que contenía el compuesto se secó con sulfato de sodio anhidro y se 
rotavaporo para la obtención de bixina. El análisis espectroscópico del 
compuesto obtenido se llevó a cabo por RMN-1H y EM-APCI. 
                                   
4.6 Extracción de metabolitos por ultrasonido usando hexano   
Con el objetivo de obtener otro perfil de metabolitos presentes en las semillas, 
se realizó extracción por ultrasonido con hexano de las semillas secas y 
molidas usando para esto un sonicador Branson-2510. El proceso se realizó 
con cuatro repeticiones, los extractos obtenidos se juntaron, filtraron y 
rotaevaporaron en un  rotavaporador Buchi R-200, hasta la mitad de su 
volumen inicial. Posteriormente se separaron los compuestos presentes en el 
extracto  por medio de una columna cromatográfica de 70 cm de largo y 2.8 cm 
de diámetro. Como fase estacionaria se emplearon 11.9 g de sílica gel 60, los 
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cuales alcanzaron los 40 cm de altura. La fase móvil fue hexano y se 
obtuvieron 2 fracciones, la primera incolora y la segunda de color anaranjado.  
 
4.7 Determinación de la actividad antioxidante por el  método DPPH 
Se determinó la actividad antioxidante del extracto oleoso de la especie        
Bixa orellana haciendo uso del radical libre, 1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). 
El procedimiento consistió en preparar soluciones diluidas de las muestras y de 
dos estándares,(vitamina C y Quercetina) los cuales se dejaron reaccionar en 
un microlector de placas, con soluciones de DPPH 132ppm; para este 
procedimiento se utilizó metanol grado HPLC como solvente. Se midió la 
absorbancia, a una longitud de onda de 520 nm,  luego se dejó reaccionar 
durante una (1) hora y se volvió a realizar la medición. El proceso se realizó 
para 2 muestras (extracto obtenido por FSC (MFSC) y extracto obtenido por 
ultrasonido (MUS)) y cada una se realizó por triplicado. 
 
El esquema de la reacción en el microlector de placas se muestra en la 
siguiente tabla: 
 
Tabla 6. Esquema de distribución de las soluciones en la placa. 
Concentración (ppm) 
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 BLANCO 
VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC MeOH 
MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MeOH 
MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MeOH 
MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MFSC MeOH 
MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MeOH 
MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MeOH 
MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MUS MeOH 
QC QC QC QC QC QC QC QC QC QC QC MeOH 
 
Cada casilla corresponde a un pozo donde tiene lugar la reacción entre el 
radical DPPH y Vitamina C (Vitc), Muestra de fluidos supercríticos (MFSC), 
muestra de ultrasonido (MUS) y Quercetina (QC) respectivamente. El blanco 
corresponde a metanol (MeOH) con DPPH. 
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5. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 
5.1. Resultados de la extracción por Fluidos Supercríticos 
La extracción por fluidos supercríticos se llevó a cabo siguiendo 2 experimentos 
en los que se analizó la influencia de la forma física de la semilla, (semilla 
molida y entera) y de la presencia de co-solvente,( con MeOH y sin MeOH) en 
el rendimiento de extracción. Las tablas 7 y 8 muestran los resultados 
obtenidos para los experimentos, cada ensayo se realizó por triplicado. 
 
TABLA 7. Resultados de  la extracción por FSC analizando la influencia de la  









1 3000 Molida 2.94 2,26 
2 2500 Molida 3.96 17,33 
3 2000 Entera 1.71 7,87 
4 2000 Molida 2.84 2,66 
5 1700 Entera 0.60 13,64 
6 1500 Molida 1,78 9,45 
7 3000 Entera 2.70 14,35 
8 2500 Entera 2.08 1,73 
9 2300 Molida 2.06 3,40 
10 1700 Molida 1.26 7,57 
11 1500 Entera 1.03 7,58 
12 2300 Entera 1.72 11,09 
  
TABLA 8. Resultados de la extracción por FSC analizando la influencia del   










1 2300 Metanol 5.11 5,97 
2 2500 Metanol 6.04 2,03 
3 2300 Sin solvente 3.41 15,51 
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4 2000 Sin solvente 3.10 4,34 
5 2500 Sin solvente 4.50 3,15 
6 3000 Metanol 3.34 15,18 
7 1500 Metanol 2.56 22,27 
8 1500 Sin solvente 1.98 39,55 
9 2000 Metanol 5.14 3,70 
10 1700 Sin solvente 1.20 5,83 
11 3000 Sin solvente 2.76 4,87 
12 1700 metanol 1.60 13,62 
 
Con los resultados obtenidos del primer experimento (Tabla 7) se realizó un 
análisis de Varianza ANOVA que permitió comprobar estadísticamente si existe 
o no influencia de los factores implicados en el proceso sobre el rendimiento de 
extracción.  El Fcalculado es 101,24 siendo mayor que el F tablas (2,62) para un 
nivel de certeza del 95%, por lo tanto, en cuanto al factor forma física de la 
semilla se rechaza la hipótesis nula, y se deduce que sí existe influencia de la 



































La gráfica de caja para el primer factor muestra claramente que los 
rendimientos obtenidos con semilla molida son estadísticamente diferentes a 
los obtenidos con semilla entera observando también una variabilidad  mayor. 
 
Con este resultado se procedió a realizar el segundo experimento en el cual se 
analizó la influencia de la adición de co-solvente sobre el porcentaje de 
rendimiento de extracción, usando para todos los ensayos semilla molida. El 
análisis ANOVA para este experimento mostró un Fcalculado de 81.23 y un Fcritico 
de 2,62 para  P= 0.05. A partir de este valor se rechaza la hipótesis nula, y por 
lo tanto,  existe influencia del co-solvente en el rendimiento de extracción.  La 
tabla 9 muestra los datos arrojados por el método ANOVA. 
 
TABLA 9. Resultados del análisis de varianza ANOVA para primer experimento 
(izq) y segundo experimento (der) 
Primer experimento Segundo experimento 
Factor         Type  Levels   Values 
PRESION   fixed   6  1500. 1700. 2000. 2300. 2500. 3000 
Tamaño     fixed       2  Entera. molida 
 
 
Analysis of Variance for RESULTADO, using Adjusted SS for 
Tests 
 
Source                          DF   Seq SS   Adj SS  Adj MS       F       
PRESION_1                  5  19,6964  19,6964  3,9393   63,72   
Tamaño                         1   6,2583   6,2583  6,2583  101,24   
PRESION_1*Tamaño   5   2,7180   2,7180  0,5436      8,79   
Error                            24   1,4837   1,4837  0,0618 
Total                            35  30,1564 
 
 
S = 0,248635   R-Sq = 95,08%   R-Sq(adj) = 92,83% 
 
Factor    Type   Levels  Values 
presion   fixed       6  1500. 1700. 2000. 2300. 2500. 3000 
Solvente  fixed      2  Metanol. Sin metanol 
 
 
Analysis of Variance for Recuperacion, using Adjusted 
SS for Tests 
 
Source                 DF   Seq SS   Adj SS   Adj MS      F       
presion                  5  60,9249  60,9249  12,1850  84,62   
Solvente                1  11,6964  11,6964  11,6964  81,23   
presion*Solvente   5   3,6876   3,6876   0,7375   5,12   
Error                     24   3,4560   3,4560   0,1440 
Total                     35  79,7649 
 
 







La grafica de caja para el segundo experimento muestra claramente  que el 
rendimiento de extracción obtenido a 2500 psi y con adición de co-solvente es 
estadísticamente diferentes con relación a los rendimientos de extracción 
restantes. También se puede observar que el valor más alto de porcentaje de 
rendimiento (6.04%) se obtiene a una presión de extracción de  2500 psi, 
temperatura de extracción 40 °C  usando semilla molida y 3mL de Metanol 
como co-solvente. En trabajos previos, (Murcillo, 2009) el mayor rendimiento de 
extracción se obtuvo a 4000 psi y 60ºC obteniendo un valor de 4.05%, por lo 
que puede decirse que se logró mejorar el rendimiento de extracción mediante 
la técnica de fluidos supercríticos pues se obtuvo un mayor rendimiento a una 
menor temperatura y presión. 
 
La grafica de caja para el segundo experimento también permite deducir que la  
presión y la temperatura actúan conjuntamente en el proceso, y no de forma 
individual pues inicialmente se esperaba que a mayor presión se obtuviera un 
mayor rendimiento de extracción, sin embargo el mayor rendimiento se dio a 
una presión tal en la que en conjunto con la temperatura se logra una densidad 
de fluido óptima, que garantiza una mejor solubilidad de los metabolitos. Esto 


























































































Gráfica de caja de segundo experimento
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interacción de los factores los cuales son respectivamente 5,12 y 2,62 para un 
nivel de confianza del 95%. El hecho de que el mayor rendimiento se diera 
usando semilla molida y co-solvente puede ser causa de la interacción entre el 
soluto y el solvente, mediante fuerzas intermoleculares del tipo puente de 
hidrógeno, lo que permite un mayor arrastre de analitos pues se favorece la 
desorción de los mismos de los centros activos de la muestra y esto se ve 
reflejado en un mayor rendimiento en el proceso. 
 
5.1.1 Identificación de metabolitos a partir del extracto de  Fluidos 
Supercríticos. 
 
A partir del extracto de mayor rendimiento que se obtuvo bajo las condiciones 
de 2500psi para la presión de extracción, adición de co-solvente, y utilizando 
semilla molida, el cual presentó un color naranja-rojizo y una consistencia 
oleosa se obtuvo el perfil de HPLC que se muestra a continuación.  
 
 
Figura 13. Perfil de HPLC del extracto oleoso obtenido por FSC. 
Se observa un pico muy abundante con un tiempo de retención de 9.87min, 
que se presume es bixina lo cual se deduce a partir de la coloración del 




Figura 14. Apariencia del extracto obtenido por FSC. 
 
y del  perfil de espectro UV-Vis el cual  mostró un máximo de absorción a 
458nm con un rango de absorción entre 458nm y 485nm dentro del que se 
encuentra la absorción de los apocarotenoides. Generalmente la bixina 
presenta un máximo de absorción a los 461nm, por lo que podría pensarse que 




Figura 15. Espectro UV-Vis del extracto por fluidos supercríticos. 
 




Paralelamente se tomó una muestra del mismo extracto y se analizó mediante 




Figura 16. Perfil de CG-EM del extracto oleoso obtenido por FSC. 
 
Como puede observarse aparece un pico mayoritario (pico 36) con un tiempo 
de retención de 19.21min  y un porcentaje de área relativo del 31.47%. El 
espectro de masas por impacto electrónico del pico mencionado muestra un ión 
molecular a m/z 290, un pico base a m/z 69, y picos característicos a m/z 81 y 
m/z 93. Para m/z 290 es compatible con la formula C20H34O.  
Al comparar el espectro de masas obtenido (figura 17) con el reportado en la 
base de datos SDBS (Figura 18) 
 




Figura 18.  Espectro de masas obtenido de la base de datos NIST para                      
trans-geranilgeraniol. 
 
se asigna provisionalmente este pico al diterpeno trans-geranilgeraniol. Dicho 
compuesto ha sido previamente aislado de las semillas de la especie           
Bixa orellana (Isaac, 1989). Además, Mercadante y colaboradores aislaron 
derivados esterificados de geranilgeraniol a partir de semillas de achiote 
(Mercadante, 1999). Se observan también los picos 39 y 41 con tiempos de 
retención de 19.44min y 19.80min respectivamente, los cuales se asignan 
tentativamente con ayuda de la biblioteca como  cis-geranilgeraniol y 3,7,11,15-
tetrametilhexadeca-1,6,10,11-tetraen-3-ol respectivamente y que corresponden 
a isómeros del trans-geranilgeraniol. La tabla 10, muestra las estructuras de 
estos compuestos. 
 
Otro compuesto que se logró detectar en el extracto de Bixa orellana es el       
α-guaieno (pico 5), un sesquiterpeno de formula C15H24 con un ion molecular a   
m/z 204 y pico base a m/z 105. El cual aparece con un tiempo de retención de 
14.26min y un área  del 8.5%. La tabla 11 muestra algunas de las posibles 
fragmentaciones de masas para este compuesto. La figura 19 muestra el 
espectro de masas obtenido correspondiente al pico 5 mientras que la figura 20 






Figura 19. Espectro de masas por IE del pico 5 
Figura 20. Espectro de masas obtenido de la base de datos NIST para  α-guaieno 
 
Tabla 10. Estructura de los compuestos mayoritarios identificados en el aceite 

























Tabla 11. Algunas posibles fragmentaciones de uno de los compuestos 
identificados en el extracto de achiote. 
COMPUESTO ESTRUCTURA FRAGMENTACIONES m/z 
















5.1.2 Obtención de compuestos apolares libres de bixina a partir del 
extracto de Fluidos Supercríticos. 
Posterior a la obtención de los extractos de fluidos supercríticos se tomó CCF 
observando gran cantidad de compuestos apolares, la figura 21 muestra 
imágenes de las placas cromatográficas a onda corta (254nm, izq) y onda larga 
(360nm, der) 
 




Con el propósito de separar y elucidar algunos de estos compuestos 
observados se realizó una extracción en fase sólida siguiendo el procedimiento 
descrito en la sección 4.4. A partir de este método se obtuvieron 2 fracciones  
incoloras, libres de bixina. A continuación se muestran los respectivos 
cromatogramas y espectros de masas del componente más abundante para las 
dos fracciones obtenidas. 
 
 
Figura 22. Perfil de CG correspondiente a la fracción 1. 
Figura 23. Espectro de masas por IE del pico 4 de la fracción 1 
 
A partir del espectro de masas obtenido y con ayuda de la biblioteca de 
compuestos se asigna este pico al compuesto α-guaieno previamente descrito 
en la sección 5.1.1. Este metabolito se ha identificado en trabajos previos de 
diversas familias florales como Araceae, Rubiaceae, Lauraceae, (Bates, 1962) 
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las cuales poseen propiedades insecticidas y medicinales, asociadas a este 
metabolito secundario, lo que permite presumir que las propiedades 
insecticidas asociadas  a  la especie  Bixa orellana son provocadas por la 
presencia de este metabolito en la semilla de esta especie. 
 
 
Figura 24. Perfil de CG correspondiente a la fracción 2 
 
Figura 25. Espectro de masas por IE del pico 14 de la fracción 2 
Las figuras 25 y 26 muestran el perfil de CG para la fracción 2 y el 
correspondiente espectro de masas para el pico mayoritario (pico 14) de esta 
fracción respectivamente. Por comparación de espectros con las bases de 
datos se asigna como 3,7,11,16-tetrametil-2,6,10,14-Hexadeca-tetraen-1-ol 
(trans-geranilgeraniol) un diterpeno previamente identificado en la sección 
5.1.1.  
De esta manera a partir de la extracción en fase solida se confirma la presencia 
de estos dos compuestos en las semillas de achiote. 
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5.2 Resultados de la extracción y separación de bixina por ultrasonido 
La extracción de bixina se llevó a cabo siguiendo el procedimiento descrito en 
la sección 4.5. Este proceso permitió la obtención de un sólido de consistencia 
oleosa y color rojizo  (ver figura 26) con un porcentaje de rendimiento del 1.5%. 
En la literatura se reporta un contenido de bixina en las semillas de alrededor 
del 3%  (Arce (Ed.),  1983) esta diferencia puede asociarse al método de 
extracción, así como a la región de cultivo de la semilla y la variedad de la 
misma.  
 
Figura 26. Apariencia del compuesto obtenido a partir de ultrasonido y extracción 
líquido-líquido. 
 
5.2.1 Identificación de bixina por  EM-APCI 
Del sólido obtenido por ultrasonido, descrito en la sección 5.2 se tomó una 
pequeña cantidad para realizar el análisis de masas. El análisis de masas de 
este compuesto se llevó a cabo mediante la técnica APCI (ionización química a 
presión atmosférica), una de las técnicas de ionización más usadas para 
análisis de carotenoides debido a que se utiliza una menor presión, lo que 
permite que la intensidad del pico de ion molecular sea mayor pues se 
producen menos fragmentaciones, facilitando así la asignación del peso 
molecular de la muestra y por tanto su identificación. De esta manera, la 
muestra se disolvió en metanol se agregó un poco de acetato de amonio, y se 
inyecto por inserción directa en una trampa iónica. El tiempo de corrida fue de 
12.47min. 
 
En el modo positivo se observó un pico correspondiente a la molécula 
protonada  [M + H]+ a m/z 395 el cual es coherente con C25H30O4 y perdidas 
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características de H2O (m/z 377),  CH3OH (m/z 363),   CH3OH + CO (m/z 335) 
y CH3OH + CO + H2O (m/z 317). La figura 27 corresponde al espectro de 







Figura 27. Espectro de masas por APCI modo positivo; a= 0.2min,  b= 0.8min 
 
El espectro de masas del modo negativo confirmó la asignación del peso 
molecular, con un pico correspondiente a la molécula desprotonada [M-H]+ a 
m/z 393 y perdidas de CH3OH a (m/z 361), COO
. (m/z 349) y  CH3OH + COO
. 
(m/z 317). Adicionalmente estas fragmentaciones se confirmaron  con algunos 
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Figura 28. Espectro de masas por APCI modo negativo a = 10.3min; b= 10.9min 
 
 
5.2.2 Identificación de bixina por RMN-1H 
 
Del sólido obtenido por ultrasonido descrito en la sección 5.2 se tomó una 
pequeña cantidad para el análisis por RMN-1H, la muestra se disolvió en CDCl3. 
El espectro obtenido mostró señales acordes a los datos reportados en la 













































Figura 29. Espectro de RMN-1H de bixina aislada 
 
 
Los siguientes son algunos de los desplazamientos químicos observados     
7,71 (dd, 2H, H-8, H-8’),  5,90 (t, 2H H-7, H-7’),   3,79 (s, 3H, COOCH3),        
1,99 (s, 6H,  H-20, H-20’). En la región a campo alto  (δ 6.3ppm a 7.0ppm) se 
observa un solapamiento que puede asociarse a presencia de residuos en la 
muestra aislada e impide asignar las señales correspondientes a los 
Hidrógenos 10, 10’, 11, 11’,12, 12’ 14, 14’, 15, 15’ las cuales se reportan como 
se observa en la tabla 12 . A partir de los datos de la tabla puede concluirse 
que el método de extracción y separación de bixina no es selectivo en cuanto a 










Tabla 12.  Comparación de desplazamientos químicos entre los dos isómeros 
de bixina y el compuesto aislado. 






AISLADO  δ (ppm) 
7 5.88 5.88 5,90 
8 7.35 7.35 7,71 
9 ------- ------ ----- 
10 6.64 6.64 No asignado 
11 6.78 6.78 No asignado 
12 6.62 6.62 No asignado 
13 ------ ------- ------ 
14 6.47 6.47 No asignado 
15 6.83 6.83 No asignado 
15’ 6.83 6.83 No asignado 
14’ 6.47 6.47 No asignado 
13’ ------ ------ ------- 
12’ 6.53 6.62 No asignado 
11’ 6.98 6.78 No asignado 
10’ 6.47 6.64 No asignado 
9’ ------ ------ -------- 
8’ 7.94 7.35 7.71 
7’ 5.92 5.89 5,90 
    
 
5.3 Resultados de la obtención de compuestos por ultrasonido usando 
hexano. 
 
En este proceso se obtuvo un extracto de color anaranjado y consistencia 
oleosa con un porcentaje de recuperación del 2.5%. Si se comparan los 
porcentajes de rendimiento  obtenidos por este método y por el método de FSC 
es notorio el incremento en rendimiento por la técnica de FSC por lo que se 
concluye que este método es eficiente para la extracción del extracto oleoso de 
las semillas de Bixa orellana.  
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El extracto obtenido se separó mediante cromatografía de columna en 2 
fracciones la primera incolora, la segunda anaranjada siguiendo las 
indicaciones descritas en la sección 4.2.2. La fracción 1,  fue analizada por    
CG-EM encontrándose el siguiente cromatograma 
 
 
Figura 30. Perfil de CG correspondiente a la fracción 1 del extracto obtenido.  
 
Claramente se observa un pico de mayor abundancia, a un tiempo de retención 
de 14.2min  que haciendo uso de su respectivo espectro de masas (figura 32)  
y la correlación con los espectros de la base de datos se asigna de forma 
preliminar como  Alloaromadendreno, un sesquiterpeno C15H24 identificado en 
trabajos previos tanto en Bixa orellana como en Bactris gasipaes, y Acacallis 












                     Figura 31. Estructura química del Alloaromadendreno 
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Figura 32. Espectro de masas por IE correspondiente al pico 2 
 
5.4 Evaluación de la actividad antioxidante de los aceites esenciales  
obtenidos usando el método del DPPH. 
 
La actividad de captura del radical libre DPPH, de los extractos de Bixa orellana 
obtenidos por fluidos supercríticos (MFSC) y  por ultrasonido (MUS), fue evaluada 
a diferentes concentraciones, expresadas en ppm y su absorbancia fue medida 
a 520nm. 
 
Los resultados obtenidos de IC50 se muestran en la tabla 13.  La dilución a       
0 ppm corresponde al blanco que para este experimento fue MeOH. El valor de 
IC50  representa la concentración de extracto que se requiere para una 
inhibición del 50% de DPPH. Para el caso de los estándares VitC y QC se 
obtuvieron valores pequeños lo que indica que se necesita menor 
concentración de la solución para reducir a la mitad la concentración de DPPH. 
Para MFSC el valor de IC50 fue de 242,29ppm ± 7,47ppm, valor que se 
encuentra bastante alejado del obtenido a partir de los estándares. Esto indica 
que la capacidad captora de radical libres, en este caso DPPH, del extracto es 
mucho menor, pero aun así apreciable. La diferencia en la magnitud de  los 
valores puede asociarse a diversos factores: La composición oleosa del 
extracto, es decir, una mezcla de metabolitos muchos de los cuales no poseen 
actividad antioxidante y pueden provocar la disminución de la actividad de 
aquellos compuestos que sí poseen esta propiedad, otro factor que pudo influir  
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es que se haya usado un factor de dilución muy grande lo que conlleva  a una 
concentración no efectiva de extracto que garantice la actividad captora de los 
radicales del DPPH. 
 
Tabla 13. Valores de IC50 obtenidos con el método de DPPH para Vitc, Qc, MFSC  
y MUS 
Muestra IC50 (ppm) 
VitC 5,80 ± 0,61 
Qc 5,34 ± 1.93 




Con relación al extracto MUS no se  obtuvo un valor de IC50 esto significa que la 
concentración de extracto necesaria para la inhibición del 50% de DPPH es 
mayor a 520ppm.  Lo que permite deducir que la muestra estaba muy diluida  
y/o que la composición oleosa del extracto afecta la detección de la actividad 
antioxidante pues la gran cantidad de metabolitos presentes  disminuyen la 
actividad antioxidante de aquellos metabolitos que si presenten esta propiedad. 
Por lo anterior se recomienda separar y aislar los metabolitos presentes en el 
extracto para una posterior determinación de su capacidad antioxidante. 
 
Por último, podría presumirse que el método no es el ideal para medir la 
actividad antioxidante de los metabolitos presentes en Bixa orellana, pues este 
método se basa en la facilidad de las moléculas presentes en el extracto de 
liberar iones H+ y dado que dentro de los metabolitos presentes en esta especie 
sobresalen los carotenoides, compuestos que no tienen esta propiedad. Por lo 
anterior se propone evaluar la actividad antioxidante del extracto por otro 










 Se logró evaluar el porcentaje de rendimiento en la extracción del aceite  
de la semilla de la  especie  Bixa orellana amarilla mediante la técnica de 
fluidos supercríticos obteniendo un valor de 6.04%. 
 
 A partir del método de FSC se encontró que el valor más alto de % de 
rendimiento (6.04%) se da a partir de una presión de extracción 2500psi, 
temperatura de 40 °C, 3mL de MeOH como co-solvente y usando 
semilla molida. Esto se sustenta con el análisis de varianza ANOVA. 
 
 Se detectó la presencia de bixina en el aceite esencial obtenido por FSC 
mediante la técnica HPLC con la presencia de un pico  intenso con 
tiempo de retención de 9.87min. 
 
  Se confirmó la presencia en las semillas de Bixa orellana de los 
compuestos trans-geranilgeraniol, cis-geranilgeraniol, 3,7,11,15-
tetrametilhexadeca-1,6,10,11-tetraen-3-ol de tipo diterpeno, y α-Guaieno, 
Alloaromadendreno de tipo sesquiterpeno, mediante  la técnica  CG-EM. 
Los cuales han sido reportados previamente en esta especie. 
 
 Las técnicas espectroscópicas de RMN-1H y APCI-EM permitieron la 
identificación de bixina en las semillas de achiote.  
 
 El método del DPPH permitió comprobar la actividad antioxidante de uno 
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